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ВВЕДЕНИЕ
Постоянная	 циркуляция	 высокопатогенных	 штам-
мов	вируса	гриппа	А	подтипа	H5N1	среди	птиц	с пе-
риодическим	инфицированием	людей	создает	угрозу	
возникновения	 новой	 пандемии.	 Вакцинация	 счи-
тается	 лучшим	 способом	 предотвращения	 распро-
странения	инфекции.	C	целью	защиты	населения	на	
случай	пандемии	 был	подготовлен	 резерв	противо-
гриппозных	 вакцин	 из	 вирусов	 гриппа	 H5N1	 под-
типа.	 При	 этом	 компании-производители	 отмечали	




ных	 вакцин	 была	 выявлена	 их	 низкая	 иммуноген-
ность.	 Только	 двукратное	 введение	 инактивирован-
ной	сплит-вакцины,	содержащей	от	7.5	до	30	мкг	HA,	
удовлетворяло	 критериям	 иммуногенности	 Евро-
пейского	 Комитета	 Патентованных	 Лекарственных	
средств	для	межпандемических	вакцин,	но	при	этом	
процент	 сероконверсий	 у	 вакцинируемых	 оставался	
низким	даже	при	наличии	в	вакцине	адъюванта –	ги-
дроксида	 алюминия	 [1].	 Субвирионная	инактивиро-



























Клеточные культуры и вирусы
Клеточная	культура	Vero	была	получена	из	Европей-
ской	 коллекции	 клеточных	 культур	 и	 адаптирована	
к росту	в	бессывороточной	среде	OptiPRO	(“Invitrogen”)	











бранной	 подложке	 Transwell-Clear	 (“Corning	 Inc.”).	
Далее	 клетки	 культивировали	 в	 бессывороточной	
среде	с	добавлением	гормонов	и	ростовых	факторов	






Нуклеотидные	 последовательности	 НА	 и	 нейра-




A/Hong	 Kong/156/97	 (HK156),	 A/Indonesia/5/05	





[11].	 Мутацию	 58Lys»Ile	 в	 субъединицу	 HA2	 вируса	 
A/chicken/Kurgan/5/05	 (H5N1)	 вводили	 с	 помо-
щью	 набора	 для	 сайт-направленного	 мутагенеза	
(“Stratagene”,	 Германия).	 Реассортанты,	 содержа-
щие	модифицированный	HA	и	NA	вируса	A/chicken/
Kurgan/5/05	и остальные	гены	вируса	гриппа	A/Puerto	
Rico/8/34	 (H1N1)	 (PR8),	 отличались	 только	 целевой	
мутацией,	58Lys"Ile,	и были	названы,	соответствен-
но,	 KG05	 и	 KG05-58.	 Реассортанты	 вирусов	 VN1203,	
HK156,	IND05,	ANH01	и tkTK01	содержали	гены,	коди-
рующие	 соответствующие	 им	 поверхностные	 белки	
HA	и	NA	и гены,	кодирующие	внутренние	белки	виру-
са	IVR-116	–	вакцинного	штамма	для	инактивирован-
ной	вакцины.	 (Для	 справки:	 IVR-116	 содержит	 гены	
HA	 и	 NA	 вируса	 A/New	 Caledonia/20/99	 (H1N1),	 ген	
PB1	вируса	A/Texas/1/77	 (H3N2).	Все	остальные	гены	





Первичный	 изолят	 H3N2	 вируса	 грип-







Культивирование и титрование вирусов
Вирусы	 накапливали	 в	 аллантоисной	 полости	
10–12-суточных	куриных	эмбрионов.	Аллантоисную	








проводили	 в  бессывороточной	 среде	 OptiPRO	 с	 до-
бавлением	5	мкг/мл	трипсина.	Зараженные	вирусами	



























Связывание вирусов с моноклональными  
анти-НА-антителами IIF4
Подробный	 протокол	метода	 приведен	 в	 статье	 Ва-
речковой	 (Vareckova)	 и	 соавт.	 [13].	 Кратко,	 96-лу-
ночные	 панели	 (“Nunc”,	 Дания)	 покрывали	 вирусом	
с  титром	 40	 ГАЕ,	 разведенным	 в	 фосфатно-солевом	
буфере	 (PBS),	 выдерживали	в	течение	ночи	при	4°C,	
затем	вносили	300	мкл	MES-буфера	с	рН	от	4.6	до	7.5	
и	 инкубировали	 при	 37°C	 15	мин,	 после	 чего	 лунки	
промывали	 PBS	 и	 блокировали	 раствором	 0.5%-ого	
I-BLOCK	(“Invitrogen”)	c	0.5%	Tween	20	в	PBS.	В	каж-
дую	лунку	 вносили	 100	нг	моноклональных	 антител	










Инфекционность вирусов при различных 
значениях рН
Клетки	 Vero	 инфицировали	 вирусом	 (множествен-
ность	инфекции,	MOI,	2),	разведенным	в	MES-буфере	
с	 рН	 5.2,	 5.4,	 5.6,	 5.8,	 6.0	 или	 7.5	 с	добавлением	 ам-
фотерицина	Б	 (250	нг/мл).	Через	 30	мин	инкубации	
при	 37°C	 инокулят	 удаляли,	 а	 клетки	 продолжали	
инкубировать	 в	 среде	OptiPRO	 с	добавлением	4	мМ	
L-глутамина	при	37°C	и	5%	CO2	в	течение	5	ч,	после	
чего	их	фиксировали	4%-ным	параформальдегидом	















сидазой	 хрена	 моноклональных	 анти-NP-антител,	
как	описано	выше,	с	последующим	добавлением	суб-
страта	DAB.	
Клетки	 MDCK	 инфицировали	 вирусами	 (MOI	 2)	






лизовали	 и	 окрашивали	 FITC-мечеными	 анти-NP-
антителами	 (“Imagen”,	 Великобритания).	 Процент-
ное	 содержание	 инфицированных	 клеток	 измеряли	
методом	 проточной	 цитометрии	 с	 использованием	
программы	EXPO	32	(“Coulter	Immunotech”).





чение	 24.5	 ч	при	32°C,	 осветляли	и	 концентрирова-
ли	ультрацентрифугированием	при	60 000	g	в	роторе	
45Ti	 (“Beckman	 Coulter”).	 Полученный	 осадок	 ресу-




Определение содержания НА в вирусных 
препаратах
Содержание	НА	в	вакцинных	препаратах	определяли	
методом	 одиночной	 радиальной	 иммунодиффузии	
(ОРИД)	по	методу	Вуда	(Wood)	и	др.	[14].
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Рис. 2. Инфекционность	 вирусов	 в	 клетках	MDCK	
при	различных	значениях	pH.	
(A)	Клетки	MDCK	заражали	вирусом,	разведенным	
















рН.	 Инфицированные	 клетки	 выявляли	 по	
окрашиванию	вирусного	белка	NP.













При кислых значениях рН вирусы гриппа птиц 
H5N1 менее стабильны, чем сезонные штаммы
С	 целью	 сравнения	 стабильности	 вирусов	 гриппа	
H5N1	с	сезонными	изолятами	вирусов	гриппа	А	при	
кислых	 значениях	 рН	 мы	 оценили	 их	 инфекцион-
ность	 в  культуре	дифференцированных	трахеоброн-
хиальных	клеток	при	пониженных	 (5.6	и	5.8)	и	ней-
тральном	 (7.5)	 значениях	 pH.	 Первичные	 изоляты	
VI25,	SP14	и	реассортант	VN1203	(H5N1)	с	одинаковым	








pH	 5.6.	 С  целью	 выяснить,	 присуще	 ли	 это	 свойство	
другим	 высокопатогенным	 птичьим	 вирусам	 гриппа	





ционность	 в	диапазоне	 рН	 5.2–6.0	 на	 клетках	MDCK,	
измеряя	число	инфицированных	клеток	методом	про-




генный	 вирус	 HK156	 (H5N1)	 инфицировали	 клетки	
при	pH	5.6	 (74%	и 76%	соответственно),	тогда	как	все	
остальные	 вирусы	 гриппа	 птиц	 были	 инфекционны	
только	при	pH ≥ 5.8.	На	основе	полученных	результатов	
построена	диаграмма	стабильности	вирусов	(Рис.	2Б).
Стабильность вирусов KG05 и KG05-58 при кислых 












жали	 трипсинозависимый	 модифицированный	 сайт	
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специфичными	 к	 конформации	НА,	 которая	 реали-
зуется	 при	 кислом	 значении	 рН	 (Рис.	 5Б).	 Так,	 IIF4	
эффективно	связывались	с	вирусом	KG05	при	рН	5.6,	
















Полученные	 данные	 подтверждают,	 что	 мутация	















Анализ вирусов KG05 and KG05-58 методом 
электронной микроскопии
Структуру	 и	 морфологию	 очищенных	 инактивиро-
ванных	вирусных	частиц	исходного,	KG05,	и	мутант-
ного,	 KG05-58,	 вариантов	 анализировали	 методом	
электронной	микроскопии.	 Как	 показано	 на	 рисун-
ке 6,	оба	вируса	содержали	шипы	правильной	формы	
и	 одинаковой	 длины.	 Интересно,	 что	 после	 одного	
цикла	замораживания/размораживания	шипы	виру-
са	KG05	частично	деформировались,	тогда	как	у ви-




Чувствительность НА вирусов KG05 и KG05-58 
к обработке трипсином
Белок	 НА,	 как	 известно,	 в	 нативной	 форме	 рези-
стентен	 к	 действию	 трипсина	 и	 других	 протеаз.	
Происходящее	 при	 кислом	 значении	 рН	 изменение	
конформации	 НА	 влечет	 за	 собой	 повышение	 чув-
ствительности	молекулы	к	расщеплению	протеазами	
[20].	 Для	 сравнения	 чувствительности	 вирусов	KG05	
и	KG05-58	к	расщеплению	трипсином	концентриро-
ванные	 очищенные	 препараты	 (с	 одинаковой	 кон-
центрацией	общего	белка)	обрабатывали	трипсином	
и	оценивали	целостность	НА	методом	электрофореза	
















Урожайность вирусов KG05 и KG05-58 по НА 
(метод ОРИД) 
Основным	методом	для	оценки	количества	антигена	
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Мы	провели	 сравнительный	 анализ	 содержания	НА	





Содержащие	 вирус	 аллантоисные	 и	 культураль-
ные	 жидкости	 инактивировали,	 вирусы	 очищали	
центрифугированием	 в	 градиенте	 концентраций	
сахарозы	 и	 полученные	 концентраты	 выравнивали	
по	содержанию	общего	белка	 (100	мкг/мл).	В	табли-
це	 представлены	 основные	 характеристики	 полу-
ченных	препаратов.	Оказалось,	что	препарат	вируса	
KG05,	выращенного	в	культуре	клеток	MDCK,	содер-












В	 проведеном	 исследовании	 изучено	 влияние	 кон-
формационной	стабильности	НА	высокопатогенных	
вирусов	гриппа	птиц	подтипа	H5N1	на	свойства	по-
лученных	 из	 них	 препаратов	 инактивированных	
вакцин.	 	 Cравнивая	 вирусы	 этого	 подтипа,	 которые	
в  соответствии	 с	 их	 антигенными	 характеристика-
ми	 относятся	 к	 разным	 клайдам,	 а	 именно:	 HK156,	
VN1203	 (клайд	 1),	 IND05	 (клайд	 2.1.3),	 KG05,	 tkTk01	
(клайд	2.2.1),	ANH01	 (клайд	2.3.4),	 а	также	низкопа-








58Lys"Ile	 в  субъединицу	HA2.	Позиция	 58	 располо-
жена	в	стебле	НА	и	может	стабилизировать	структуру	
белка	 в	 составе	 тримера	 (шипы	НА	 на	 поверхности	





значениях	 рН	 5.3–5.4,	 близких	 	 к	 показателям	 пер-
вичных	изолятов	вируса	гриппа	человека	(рН	5.0–5.4)	
[22].
Сравнивая	 аффинность	 связывания	 исходного	
и  мутантного	 вирусов	 с	 моноклональными	 антите-














риона	 вируса	 гриппа	 птиц	 подтипа	 Н5N1	 белок	 НА	
достаточно	легко	переходит	в	конформацию,	харак-
терную	для	кислой	 среды.	Эти	изменения	приводят	
к  значительному	 снижению	 уровня	 иммунокомпе-
тентного	НА	–	как	это	показано	методом	ОРИД.	Для	

















Субстрат Вирус Урожайность Очищенные инактивированные препараты
Объем, мл Титр, ГАЕ Объем, мл Титр, ГАЕ Общий белок, мг/мл
КЭ KG05 100 128 0.50 12800 1.78
KG05-58 100 128 0.50 12800 1.92
Vero KG05 100 16 0.40 400 0.40
KG05-58 100 16 0.40 800 0.61
MDCK KG05 100 16-32 0.25 320 0.30
KG05-58 100 16 0.25 640 0.59




русов	 сероподтипа	H5N1,	 составляло	примерно	 78%	
от	количества,	получаемого	из	вируса	гриппа	челове-
ка	A/PR/8/34	(H1N1)	[25].	Авторы	предположили,	что	








рН	 преодолевает	 кинетический	 барьер	 и	 переходит	
в	термодинамически	более	стабильную	форму.	В	ре-




вирус	 антитела	 –	 маскируются,	 а	 обычно	 скрытые	
эпитопы	 субъединицы	 НА2	 экспонируются.	 Такое	
изменение	 конформации	 может	 быть	 вызвано	 не	
только	изменением	рН,	но	и	повышением	темпера-
туры	 или	денатурирующими	 агентами	 [26].	 Это	 по-
зволяет	предположить,	что	в	процессе	производства	
вакцины	 из	 вирусов	 гриппа	 H5N1,	 под	 действием	
различных	 дестабилизирующих	 факторов,	 НА	 мо-
жет	 легко	 терять	 нативную	 конформацию	 переходя	
в	 более	 стабильную	 «закисленную»	 форму.	 При	 ис-
пытании	 H5N1-вакцин,	 действительно,	 отмечается	
повышенная	 выработка	 антител	 на	 антигенные	 де-
терминанты	HA2,	 что	 приводит	 к	 измененному	 (по	
сравнению	с обычно	наблюдаемым)	спектру	антител	















Таким	 образом,	 низкая	 конформационная	 ста-
бильность	 HA	 имеет	 негативные	 последствия	 для	
качества	 вакцин,	 снижая	 количество	 образующихся	
нейтрализующих	 антител	 и	 протективную	 эффек-
тивность	 препаратов	 [28,29].	 Следует	 заметить,	 что	
низкая	 конформационная	 стабильность	 HA	 вирусов	
H5N1	 также	 способствует	 их	 высокой	 склонности	
к агрегации	[30].	В	образовании	агрегатов	задейство-
ваны	гидрофобные	участки	НА2.	Наличие	в	вакцине	
агрегатов	 крайне	 нежелательно	 еще	 и	 потому,	 что	
они	 вызывают	 дополнительные	 побочные	 эффекты	
у вакцинируемых	[31].	
Ранее	 нами	 показано,	 что	 интраназальная	 вак-
цинация	живым	 вирусом	также	 зависит	 от	 конфор-
мационной	 стабильности	 НА,	 которая	 определяет	
эффективное	 проникновение	 вируса	 в	 эпителиаль-
ные	 клетки	 верхнего	 респираторного	 тракта	 и	 обе-
спечивает	 более	 высокий	 уровень	 иммуногенности	
[15,32].	В	полном	соответствии	с	этими	результатами 
и	данные,	полученные	Имай	(Imai)	и	др.	[33].	Авторы	
выявили,	 что	 низкая	 стабильность	 высокопатоген-
ных	 штаммов	 вируса	 гриппа	 –	 одна	 из	 причин	 их	
низкой	трансмиссивности	у	млекопитающих.
Таким	 образом,	 нами	 показано,	 что	 низкая	 кон-
формационная	 стабильность	 НА	 высокопатогенных	
штаммов	 вируса	 гриппа	 птиц	 определяет	 низкий	
выход	иммунокомпетентного	НА	 в	 вакцинных	пре-
паратах	этих	вирусов	и,	возможно,	их	низкую	имму-




го	 фонда	 фундаментальных	 исследований	 (проект	
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